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Beschralbung 

Bei der gentechnlschen Herstellung eukaryotischer Proteine wird in Bakierien hSufig nur eine geringe 
Ausbeute erhalten. insbesondere bei Weinen Proteinen mit einem Molgewichl bis zu etwa 15 000 Dalton, 

s deren Strukturen DisulfidbrQcken enthalten. Man nimmt an, daB die gebildeten Proteine durch vdrtseigene 
Proteasen rasch abgebaut werden. Man konstmlert deshalb zweckmaBig Genstrukturen, die fOr Fusionapro- 
teine codieren. wobei der unerwQnschte Anteil des Fusionsproteins ein wirtseigenes Protein iat, das nach 
der Isolation der Primarprodukles nach an sich bekannten Methoden abgespalten wird. 

Es wurde nun Qberraschendenflreise gefunden. dafi ein N-lerminaier Anteil von lrTterleukin-2p der im 

w wesentlichen den ersten 100 Aminosauren errtspricht, besonders gut zur Herstellung von Fusionsproteinen 
geeignet ist. Man erhalt also als Primarprodukl ein Fusionsprotein. das vollig Oder zum ganz Ubenwegen- 
den Teil aus eukaryotischen Proteinsequenzen besteht. Uberraschenderweise wird dieses Protein Offfenbar 
in dem betreffenden Wirtsorganismus nicht als Fremdprotein erkannt und nichl sofort wieder abgebaut. Ein 
weiterer Vorteil ist. daB die erfindungsgemSBen Fusionsproteine schwer I5slich bis unWsiich sind und sich 

16 soma einfach, zweckmaBig durch ZentrHugation. von den losltchen Proteinen abtrennen lassen. 

Da es erfindungsgemaB hinsichtlich der Funklion als "Ballast-Anleir des Fusionsproteins nicht darauf 
ankommt, daB der lnterleukin-2-Anteil ein biologisch aktives MolekQI darstelU. kommt es insofem auch nicht 
auf die exakle Struktur des lnterleukin-2-Anteils an. Es genOgt hierfOr. daB im wesentlfchen die ersten 100 
N-terminalen Aminosauren vorliegen. Es ist also beispielsweise mSglich. am N-Terminus Variationen 

20 vorzunehmen, die eine Spaltung des Fusionsproteins eriauben. falls das erwUnschte Protein N-terminal 
dazu angeordnet ist. Umgekehrt kann man C-terminal Variationen vornehmen, urn die Abspaltung des 
gewQnschten Proteins zu ermSglichen Oder zu erieichtem, falls dieses im Fusionsprotein - wie Ubifch - C- 
terminal gebunden isL 

Die fOr Human-lnterleukin-2. im folgenden "IL-2". codierende natOrlfche DNA-Sequenz ist aus der 
25 europaischen Patentanmeldung mit der VerSffentlichungsnummer EP-A1-0 091 539 bekannt Die dort 
aufgefOhrte Literatur bezieht sich auch auf Mause- und Ratten-IL-2. Diese Sauger-DNA kann zur Synthase 
der erfindungsgemaBen Proteine herangezogen werden. ZweckmaBiger geht man jedoch von einer syntheti- 
schen DNA aus. besonders vorteilhaft von der DNA fUr Human-IL-2, die in der (nichl vorveroffentlichten) 
deutschen OFfenlegungsschrift 34 19 995 (entsprechend der unter der Nummer 0 163 249 verSffentlfchten 
30 europiischen Patentanmeldung) vorgeschlagen wurde. Diese synthetische DNA-Sequenz ist im Anhang 
wiedergegeben (DNA-Sequenz 1). Diese synthetische DMA hat nicht nur den Vorzug. daB sie in der Codon- 
Wahl auf die Gegebenherten des am hiuTigsten verwendeten Wirte. E. cdi, abgeslimmt ist. sondem sie 
enthSH auch eine Reihe von Schnillstellen fOr Restriklionsendonucleasen, von denen erfindungsgemSB 
Gebrauch gemacht werden kann. In der folgenden Tabelle 1 ist eine Auswahl der geeigneten Schnittstellen 
SB am Anfeng brw. in der Regton des 100. Tripletts wiedergegeben. Hierdurch ist jedoch nicht ausgeschlos- 
sen, daB in dem dazwischenliegenden Berefch Variattonen in der DNA vorgenommen werden. wobei von 
den in der vorstehend genannten Patentanmeldung aul^hrten werteren Schnittstellen Gebrauch gemacht 
werden kann. 
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Tabeile 1 



TO 



f5 



20 



QAetritcHonsafiTX/m 
riBau ii\uui kIOi i^y i i i 


Erkennunassaauanz 


Po^n des ersten Nudeotids 
der Erkennungssequenz 
(codierender Strang) 


Aha 11, Ban 1, 


5' 3' 




Hae n, Nar 1. 


GGCGOC 




Ban II, Sac 1, Sst 1 


GAGCTC 


291 


Hhal 


GCGC 


9 


Hint i 


GACTC 


35 


Pvul 


CGATCG 


346 


|Taql 


TCGA 


387 



30 



35 



Wird von den Nucleasen Ban II. Sac I Oder Sst I Gebrauch gemacht. so erhSIt man eine IL-2- 
Teilsequenz. die fOr etwa 95 Aminosauren codierL Diese Lange 1st im allgemeinen ausreichend. urn ein 
unlfisliches Fusionsprotein zu erhalten. Wenn die SchwerlSslichkeil. beisplelsweise bei einem gewUnschten 
hydrophllen eukaryotischen Protein, noch nicht ausreicht. man aber - urn eo wenig "Ballast" wie mfiglich zu 
produzieren ■ nicht von den naher am C-Terminus liegenden Schnittstellen Gebrauch machen will, so kann 
man durch entsprechende Adapter bzw. Unker die DNA-Sequenz am N- undAxler Otorminaten Ende 
veriangem und so den "Balla»t"-Anteil "maBschneidern". Man kann natUrlich auch die DNA-Sequenz - 
mehr Oder weniger - bis zum Ende nutzen und so - gegebenenfalls modifiziertes - biologlsch akiives IL-2 
als "NebenproduW erzeugen bzw. ein bifunktionelles Protein erzeugen. das IL-2 Wirkung zusSlzlfch zur 
Wirkung des codierten Proteins zeigt 

Es werden somit Fusionsproteine der allgemeinen Formel eingesetzt 



Mel-X-Y-Z (la) 



45 Oder 



60 



65 



Met-Z-Y-X (lb) 

in der X im wesentlfctien die AminosSurefolge der etwa 100 ersten AminosSuren von vorzugsweise 
menschlfchem IL-2 bedeutet, Y eine direkle Bindung bedeutet. falls die zum gewQnschten Protein benach- 
barte Aminosaure Oder Aminosaurenfolge eine Abspallung des gewUnschten Proteins ermoglicht. Oder 
andemfells ein BrQckenglied aus einer Oder mehreren genetisch codierbaren Aminosauren. das die 
Abspaltung ermSglicht und Z eine Sequenz aus genetisch codierbaren Aminosauren ist, die fQr das 
gewQnschte Protein codierL 

Wie sich aus den Formeln la und lb ergibt - und wie es auch schon vorstehend erwahnt wurde - ist es 
moglich. das gewUnschte Protein vor Oder nach dem IL-2-Anteil zur Expression zu bringen. Zur Vereinfa- 
chung wird im folgenden im wesentlichen die erste Moglichkeit erlautert. die der herkommlichen Methode 
zur Herstellung von Fuslonsproteinen entsprteht Wenn also im fblgenden diese "klassische" Variante 
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beschrieben wird, soil die andere AHemative hierdurch nicht ausgeschlossen werden. 

Die Spallung des Fusionsproteins kann in an sich bekannter Welse chemisdi Oder enzymatisch 
erfblgen. Die Wahl der geelgneten Melhode richtet sich vor allem nach der AminosMuresequenz des 
gewQnschten Proteins. Wenn dieses beispielsweise kein Methionin enthalt. kann Y Met bedeuten. vrorauf 
5 eine chemische Spaltung mit Chlor- Oder Bromcyan erfolgt. Steht im Bindeglied Y am Carboxytenninus 
Cystein Oder steht Y fQr Cys, so kann eine enzymalische Cystein-spezifische Spaltung Oder eine chemische 
SpaJtung. beispielsweise nach spezifischer S-Cyanylierung, iolgen. Steht im Brtlckenglied Y am Carboxyter- 
mlnus Tryptophan Oder Y fUr Trp. so kann eine chemische Spaltung mit N-Brom-sucdnimid erfolgen. 
Proteine, die in ihrer AminosSuresequenz nk:ht 

10 

Asp - Pro 

enthalten und hinreichend saurestabil sein, kfinnen in an sich bekannter Welse proteolytisch gespalten 
werden. Hierdurch erhfllt man Proteine. die N-termlnal Prolin bzw. C-terminal AsparaginsMure enthalten. Auf 
75 diese Weise konnen also auch modifizierte Proteine synthetisiert werden. 

Die Asp-Pro-Bindung kann noch saurelabliler gestaltet werden. wenn dieses BrUckenglied (Asp)„-Pro 
bzw. Glu-(Asp)n-Pro ist, wobei n 1 bis 3 bedeutet. 

Das Fusionsprotein wird durch Expresskm in einem geeigneten Expresskwissystem in an sich bekannter 
Weise gewonnen. HIerfUr eignen sksh alle betennten Wirts-Vektor-Systeme. also beispielsweise Saugerzel- 
20 ten und Mikroorganlsmen. beispielsweise Hefen und vorzugsweise Baklerien, insbesondere E. coli. 

Die DNA-Sequenz, die fQr das gewQnschte Protein codlert, wird in bekannter Weise In einen Vektor 
eingebaut. der in dem gewahhen Expresstonssystem eine gute Expresston gewShrleistet 

In bakterielten Wirten wShlt man zweckmMBig den Promotor und Operator aus der Gruppe lac. tac. trp. 
Pl Oder Pr des Phagen X, hsp, omp Oder einen synthetischen Promotor, wie sie beispielsweise in der 
25 deutschen Offenlegungsschrift 34 30 683 (Europalsche Patentanmeldung mit der Verdffentlichungsnummer 

0 173 149) vorgeschlagen sind. Vorteilhaft ist die tac Promotor-Operator-Sequenz, dte inzwischen handels- 
Qblich ist (Z.B. Expressionsvektor pKK223-3, Pharmacia, "Motecular Blologlcals, Chemicals and Equipment 
for Motecular Biotogy". 1984, S. 63). 

Bel der Expresston des erfindungsgemaflen Fustonspnileins kann es sich als zweckm^Big erweisen, 
30 einzelne Tripletts der ersten Aminosauren nach dem ATG-Start-Ck)don zu verandem. urn eine eventuelle 
Basenpaarung auf der Ebene der mRNA zu verhindern. Sdche Veranderungen. ebenso wte Verandemngen, 
Detetionen Oder Additionen einzeiner AminosSuren im IL-2-Protelnanteil. sInd dem Fachmann gelaufig und 
ebenfalls Gegenstand der Erfindung. 

In den folgenden Beispielen und in den Rguren wird die Erfindung nMher erIMutert. Hlerbei beziehen 
36 Sich Figur 1 und deren Fortsetzung, Figur 1a, auf die Synthese des Plasmids praeo. das fUr ein 
Fusionsprotein codiert, wetehes die Hirudinsequenz aufweist; 

Figur 2 und ihre Fortsetzung. Figur 2a. betreffen die Synthese des Plasmids pK410. wetehes ebenfalls 
lUr ein Fustonsprotein mil der AminosSiuresequenz des Hirudin codiert; 

Figur 3 auf die Synthese des Plasmids pPHIOO. wetehes fUr ein Fusionsprotein mrt der AminosMurese- 
40 quenz des Hirudin codtert. , 

Die Figuren sind i.a. nicht maBstabgerecht gezefchnet, vor allem bei der Wiedergabe der Polylinker 

wurde der MaBstab "gedehnt*. 
Beispiel 1 

45 

Durch Insertion des lac-Repressors (P. J. Farabaugh. Nature 274 (1978) 765-769) in das Pfasmid pKK 
177^ (Amann el al.. Gene 25 (1983) 167) erhalt man das Plasmkl pJF118 (1) (Fig. 1; vgl. deutsche 
PalentanmeWung P 35 26 995A Beispiel 6, Fig. 6). Dieses wird an der singularen Restriktionsstelle fUr Ava 

1 geSffnet und in an sfch bekannter Weise durch Exonuctease-Behandlung urn etwa 1000 bp verkteinerL 
60 Nach Ugiemng wird das Plasmid pEW 1000 (2). (Figur 1) erhalten. In dem das lac-Repressorgen 

vollstandig erhalten ist, das aber auf Grund der Verkleinerung in deutlich hoherer Kopienzahl als das 
Ausgangsplasmid vortiegt 

Anstelle des Plasmids pKK177-3 kann man auch von dem vorstehend enwShnten handelsQblichen 
PlasmW PKK223-3 ausgehen. den lac-Repressor einbauen und das erhaHene Produkt analog verkUrzen. 
55 Das Plasmid pEW 1000 (2) wird mit den Restrikttonsenzymen EcoR I und Sal I geoffnet (3). 

Das fUr Hirudin codierende Plasmid (4). hergestellt gemaB deutscher Offenlegungsschrift 34 29 430 
(europSische Patentanmeldung mit der Veroffentlichungsnummer 0 171 024), Beispiel 4 (Rgur 3). wird mit 
den Restriktionsenzymen Acc I und Sal I gedffnet und das kleine Fragment (5). das zum grfiBten Teil die 
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Hirudin-Sequenz enthalt. isoliert 

Das Plasmid p159/6 (6), hergestellt gemSB deulscher Offenlegungsschrifl 34 19 995 (europaische 
PatentanmeldunQ mit der Ver6ffentlichungsnummer 0 163 249), Beispiel 4 (Figur 5). wird mil den 
Restiikliorwenzymen Eco Rl und Pvu I geofffnet und das kleine Fragment (7) isdieit das den groBten Teil 
der IL2-Sequenz enthMIt Diese Teilsequenz und im folgenden auch andere verkQrzte IL-2 Sequenzen sind 
in den FIguren mit "AIL2" bezeichnet. 

AnschlieSend werden die Sequenzen (3). (5). (7) sowie die synthetische DNArSequenz (8; Figur la) mit 
T4-IJgase beiiandelt. Man erhalt das Plasmid pK360 (9). 

I^petente E. coli-Zeilen werden mit dem Ugationsprodukt transfonniert und auf NA-Platten, die 25 
ug/ml Amplcillln enthalten. ausplaltiert. Die Plasmid-DNA der Wone wird mittels Restriktions- und Seqiienz- 
analyse charakterisien. 

Eine Obernachtkultur aus E. coIi-Zellen. die das Plasmid (9) enthalten. wird mit LB-Medium (J. H. Miller, 
Experimenis in Molecular Genetics, CoW Spring Harbor Laboratory. 1972). das 50 ug/ml Ampicillin enttiSIt 
im VerhSHnis von etwa 1:100 verdQnnt und das Wachstum Qber OD-Messung verfblgt. Bei CD = 0.5 wird 
die SchUttelkultur auf 1 mM Isopropyl-fl-galactopyranosid (IPTG) eingestellt und die Bakterien nach 150 bis 
180 Minuten abzentrifugiert. Die Bakterien werden 5 Minuten in einer Puffermischung (7M Hamstofff, 0,1% 
SDS, 0.1 M Natriumphosphat. pH 7.0) gekocht und Proben auf eine SDS-Gelelektrophoreseplatte aufgetra- 
gen. Nach Beklrophorese wird aus Bakterien. die das Plasmid (9) enthalten. eine Proteinbande erhalten. die 
der GrdBe des erwarteten Fusionsproleins entspricht Nach AufschluB der Bakterien (French PreM; ©Dyno- 
MUhle) und Zentrifugation befindet sich das Fusionsprotein im Niederschlag. so daB mrt dem Ubersland 
bereils erhebliche Mengen der Ubrigen Proteine abgetrennt werden konnen. Nach Isolienjng des Fu8k>ns- 
proteins wird durch Bromcyan-Spaltung das erwartete Hirudin-Peptid freigesetzt. Dieses wird nach Isolie- 
rung durch Protein-Sequenzanalyse charakterisiert. 

Die angegebenen Indukltonsbedingungen gelten fUr SchOttelkuHuren; bei gr5Beren Fermentationen sind 
entsprechend veranderte OD-Werte und gegebenenfalls letoht variierte IPTG-Konzentrationen zweckmMBig. 



Beispiel 2 

Das Plasmid (4) (Rgur 1) wird mit Acc I geSffnet und die Uberstehenden Enden mil Klenow-Polymerase 
aufgefQIlL AnschlieBend wird mil Sac 1 geschnitlen und das Fragment (10) isoliert. das den groBten Teil der 
Hirudin-Sequenz enthalt. 

Der handelsQbliche Vektor pUC 13 wird mh den Resfriklkwisenzymen Sac I und Sma I geSffnet und das 
groBe Fragment (11) isoliert. 

Mittels T4-Ligase werden nun die Fragmente (10) und (1 1) zum PlasmW pK 400 (12) (Fig. 2) ligierl. Das 
Plasmid (12) ist in der Rgur 2 zweimal dargestelrt, wobei in der unleren Dai^lung die Aminosauresequenz 
des so erhaltiichen Hinidin-Derivals hervorgehoben wird. 

Das Plasmid (4) (Rgur 1) wird mit den Restriktionsenzymen Kpn 1 und Sal I geSffnet und das kleine 
Fragment (13) isoliert, das die Hirudin-Teilsequenz enthSIt 

Das Plasmid (12) wird mit den Restriktionsenzymen Hinc II und Kpn I umgesetzl und das kleine 
Fragment (14) isoliert. das die Hirudin-Teilsequenz enthalt 

Das PlasmW (9) (Figur la) wird mit EcoR I partiell gespalten. die freien Enden mH Wenow-Polymerase 
in einer filHn-Reaktion aufgefUllt und mit Sal I geschnitlen. Man erhaH das Derivat des Plasmids pK360 

Durch Ugieren der Fragmente (3). (13). (14) und (15) erhSIt man das Plasmid pK410 (16). das in der 
Figur 2a zweifach dargestellt ist, wobei die untere Wiedergabe die AminosSurefolge des Fustonsproteins 
und damit des nach Saurespaltung erhaltenen Hirudin-Derivals erkennen laBt 

Nach Expression und Aufarbertung gemaB Beispiel 1 erhfilt man ein neues Hirudin-Derivat, das in den 
Positionen 1 und 2 die Aminosauren Prolin und Histidin aufweist. Dieses Hirudin-Derivat zeigt die gleiche 
Aktivitat wie das Naturprodukl gemMB deutscher Offenlegungsschrift 34 29 430. das in diesen Positfonen 
die Aminosauren THreonin und Tyrosin aufweist, ist fedoch stabiler gegen den Angriff von Aminopeptidasen. 
woraus sich Vorteile bei der in-vivo*Anwendung ergeben konnen. 



Beispiel 3 

Das PlasmW (6) (Figur 1) wird mit den Restriktionsenzymen Taq I und Eco Rl geoffnet und das kleine 
Fragment (43) isoliert. Dieses Fragment wird mit der synthetisierten DNA-Sequenz (44) und den Segmenten 
(3) und (5) zum Rasmid pPH 100 (45) ligiert Dieses Plasmid codiert fOr ein Fusionsprotein, bei dem auf die 
ersten 132 AminosSuren des IL-2 das BrQckenglied Asp-Pro und hierauf die Aminosaurelblge von Hirudin 
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Iblgt. Die proieolytische Spaltung liefert somH ein modifiziertes. biologisch aktives IL-2'. in dem in Position 
133 an Slelle von Tlir Asp enthalten ist. und ein Hirudin-Derivat. das N-terminal Pro vor der Aminosfiureso- 
quenz des Naturprodukla enthSrt. Auch dieses Produkt Ist biologisch aktiv und im Vergleich zu dem 
Naturprodukt stabiler gegen den Angriff von Proteasen. 

5 

PatsntansprUche 

Potantanspruch lUr fblgende VartragastaatBii : BE. CHp DE, FR, GB, IT, U, LU, NU SE 

1. Hinidinderivale, gekennzeichnet durch eine Aminosaurefolge, die N-lenninal mH Pro-His Oder Pro-Thr 
10 beginnt. 

Pfllantanapruch fUr folgende VertFagastaaton : AT, ES, GR 

1. Verfahren zur Hersteilung von Hirudinderrvaten. dadurch gekennzefchnet. daB die AminosSurefolge des 
76 Hirudinderivats mit Pro-His Oder Pro-Thr-beginnt. 

Claims 

Claim lor the following Contracting States : BE, CH. DE, FR, GB, IT, U. LU, NL, SE 

20 1. A himdin derivative whfch has an amino-ackJ sequence starting at the N terminus with Pro-His or Pro- 
Thr- 

aalm for tho following Contracting States : AT, ES, GR 

26 1. A process for preparing hirudin derivatives wherein the amino-acid sequence of the hirudin derivative 
starts with Pro-Hls or Pro-Thr. 

RevandlcaUons 

Rovendlcaflon pour les Etats contractants suhrants : BE, CH, DE, FR, GB, IT, U, LU, NL, SE 

1. Derives d'hinjdine, caraclerises par une sequence d'aminoacides qui commence, k rextrtfmiltf N- 
terminale. par Pro-His ou Pro-Thr. 

Rovendlcatlon pour les Etats contractants suhrants : AT, ES, GR 

1. Proced^ pour la production de derives d'hirudine, caraclerise en ce que la sequence d'aminoacides du 
derive d'hirudine commence par Pro-His ou Pro-Thr. 
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EcoRI ) 2 

(lie) "Asp Phe' Met He Thr Thr (Tyr) 

C GAA TTC AT6 ATC ACA AC6 T 

TAG CTT AA6 TAC TAB T6T T6C ATA 



FIG.Ia 



(Pvul) 



(8) 



(AccI) 



EcoRl 



(3)*{5)*(7H8) 




Soli 
indm 



(4) 



I AccI 
2. 



Pvull 



3 

Thr 



FIG. 2 



3.SQCI 



Stp Stp 

AT ACT ,Hir ,_c/ j TAA TAG A6C T 
TATGA BTC ATC 

(10) 



pUC13 l^^^GATCCCC 



2.Smal 



CTA6GGG 
(Smol) 



(pUC13) 



TC6A6 
(Sad) 



(11) 



EcoRI 




Smar 
HincU 
HindDI 



(12) 

(1) (2) 3 ^ 
Asp Pro His Thr Stp Stp 

GAT CCC CAT ACT juipi.RM TAA TAG AGC TC 
CTA6£6 GTA T6A GTC A IC TCG AG^ 

pK400 
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(4) 



I.Kpnl^ 
2.SQI 1 



(Thr) Stp 

^-(Hir 45-64) ^^A TAG AGC TCG 
T6G ATT ATC TCG AGC AGC T 



CA 
(Kpnl) 



(13) 



(Sail ) 



112) IHincII^ 
ZKpnl* 



Fie. 2a 



Thr Leu Giu 



(1) (2) 3 
Asp Pro His Thr 



G ACT CTA GAG GAT CCC CAT ACT m;-, r)^ o 
C TGA GAT CTC CTA 6GG GTA T6A ^"'^^ C 



(Gly) 
G6T AC 



(Hindi) 



(14) 



(Kpnl) 



LEcoRlpart. 
(9) 2."Fil[ m\ 

3. Sail 
113 114 

Thr lie Asp (Leu) 

ihomACG ATC 6AA TT 

•^^'■"^'IGC TAG C.TT AA 



Pvul 



(EcoRi") 
(pK360) 



TCGAC_, 
G 

(Sail) 



(15) 



(3)M13)M14)^n5) Ligose /Z 



113 
Thr 



114 
lie 



Asp Leu Thr Leu Glu 




(16) 



im-m^ACG ATC GAA TTlG ACT CTA GAG GAT CCC CAT ACTm:,, 
IILI 112}-fQQ y^^Q Cyy^ ggg gy^ jgAl"'r^"^' 



pKAlO 
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FIG. 3 



(6) 



1) Tog 1^ 

2) EcoRl 



AA TTC AT6 n, , itc/t^'^^ 



(EcoRI) 



(Toql) 



(43) 



(0) 1 2 

He He Ser Thr Leu Asp Pro Thr (Tyr) 

C6 ATC ATC TCT ACC CTG GAC CCG ACG T lu] 

TAG TAG AGA T6G GAC CTG GGC TGC ATA ^ ' 



(Toql) 



(Ace I) 
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